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I. RESUMEN

Los metales pesados a menudo son contaminantes presentes en el medio
ambiente siendo los alimentos una fuente importante de contaminacion ya que
sirven como vehiculos de los metales y deben su presencia a diferentes causas,
que van desde su obtencion o cultivo hasta su industrializacion y distribucion.
Algunos metales pueden ser esenciales para los seres vivos, mientras que otros
pueden llegar a ser toxicos ya que muchos de ellos no pueden ser
metabolizados o eliminados por el organismo ocasionando su acumulacion en

organos y tejidos, lo cual depende del metal y su concentracion.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto citotoxico del plomo,
cadmio, cobalto y arsénico en células epiteliales de intestino delgado de ratas
Wistar asi como la determinacion de la dosis inhibitoria media (DI150) para cada
metal. Trozos de intestino y células liberadas del intestino, fueron incubados
con diferentes concentraciones de metales y se midio el daio celular mediante
la técnica de exclusion con azul tripan reportandose los resultados como
viabilidad celular y numero de células que no sufrieron dafo. Los resultados
mostraron que los metales que causaron mayor efecto citotoxico sobre las
células epiteliales fueron plomo y arsénico seguidos de cobalto y cadmio;
siendo mayor el dafo cuando las células son liberadas del intestino, ya que se
encuentran fuera de su entorno natural mostrandose desprotegidas y expuestas
a los metales, por consiguiente, la ingesta constante de alimentos con elevados
contenidos de plomo, cobalto, cadmio y arsénico puede ser perjudicial para la
salud ya que se ha demostrado que causan dano en las células del intestino
delgado en donde se lleva a cabo la absorcidon de nutrientes y otras sustancias,

pudiéndose ver afectados organos y tejidos.
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II. INTRODUCCION

Existen diversos productos esenciales para sostener la vida humana que
provienen directa o indirectamente de plantas y animales, obteniéndose a
través de ellos energia y elementos esenciales que permiten mantener en
funcionamiento los procesos biologicos, conservar la masa corporal y sostener
la vitalidad (Mataix, 2002; Schinitman, 2005).

La moderna explotacion agricola se auxilia de una enorme cantidad de
productos quimicos, que dejan huella en los alimentos; a ello se suman los
residuos que las actividades mineras, industriales y urbanas que se esparcen por
tierra, aire y agua (Wienk ,1999) y que llegan a los cultivos, la pesca y los
forrajes (Valle y Lucas, 2000), ocasionando que diversas sustancias pasen a
formar parte de tejidos animales y vegetales que pueden entrar al cuerpo
humano cuando se consumen como alimentos en forma de carne, productos
lacteos, pescado, verduras y fruta (Wienk ,1999); asi mismo dichos
compuestos pueden entrar al alimento como sustancias no anadidas de manera
intencional, pudiendo ser incorporadas en cualquier etapa de su procesado,
transporte o almacenaje (Mariné y Vidal, 2000). Actualmente el ser humano se
encuentra expuesto a diversas sustancias quimicas, algunas de ellas son
benéficas para la salud como los principales componentes de los alimentos,
pero otras presentes en los mismos o en el medio ambiente pueden ser
perjudiciales para la salud y la probabilidad de que dichas substancias
produzcan efectos perjudiciales depende de la magnitud, frecuencia y duracion

de la exposicion a ellas (Garcia, 2000).

Los metales constituyen una importante clase de agentes toxicos que suponen

un riesgo significativo para la salud por exposicién ocupacional asi como
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ambiental y su acumulacion en tejidos vegetales puede llegar a producir danos
genotdxicos en sus células (Garcia, 1992); algunos metales como son el cobre y
el selenio, son esenciales para el funcionamiento metabdlico normal en forma
de oligoelementos (Maizlish, 1995) pero a niveles altos resultan tdxicos; una vez
absorbido un metal, el principal medio de transporte es la sangre y su cinética
precisa depende de la capacidad de difusion, las formas en que se liga, las
tasas de biotransformacion, la disponibilidad de ligandos intracelulares y otros
factores que llegan a afectar a 6rganos como por ejemplo el higado, los rifiones
y los huesos, los cuales pueden almacenar metales a concentraciones
relativamente elevadas durante anos (Claudio, 2003), sin embargo metales
como el plomo, arsénico y el mercurio, son considerados como xenobio6ticos
capaces de ejercer efectos toxicos como mutaciones y dafos genéticos a

cualquier nivel de exposicion (Reilly, 1980).

La estabilidad atomica intrinseca de los metales permite que sean
relativamente faciles de rastrear y medir en las muestras bioldgicas y en la
actualidad se investiga intensamente sobre la contribucion de la exposicion de
bajo nivel a los metales xenobiodticos en las enfermedades cronicas y en las
variaciones sutiles que puedan tener consecuencias sobre la salud (Dupin,
1997).

12



lll. ANTECEDENTES

A. IMPORTANCIA DE LA ALIMENTACION

Los alimentos son principalmente productos organicos de origen agricola,
ganadero o industrial (producidos, en este Gltimo caso, a partir de sustancias
naturales o sus derivados) que normalmente se ingieren por via oral (Wildman
R., 2000) y aportan individualmente ciertas sustancias quimicas a partir de las
cuales el organismo puede realizar dos importantes procesos; a) produccion de
energia para el funcionamiento organico, calor corporal, esfuerzos musculares,
movimientos entre otras funciones y b) crecer y reponer la propia masa
corporal. Asi mismo, los alimentos aportan otras importantes sustancias
quimicas que regulan los dos procesos anteriores (Mataix, 2002); esta energia es
obtenida de los nutrientes o combustibles del cuerpo, tales como: hidratos de
carbono, lipidos, proteinas, vitaminas y micronutrientes (Baker, 2003; Caussy,
2003), pero también existen aquellas sustancias consideradas como no
nutrientes que no desempeian ninguna funciéon en nuestro organismo y que
casualmente se encuentran en forma natural en el alimento o bien a causa de
la manipulacion de los mismos a las que podemos estar expuestos como lo son;
la utilizacion de aditivos, productos plaguicidas y antibioticos con que tratan
algunos vegetales y animales, nuevas técnicas de conservacion de alimentos
como envasado al vacio, atmosfera modificada, esterilizacion por radiacion,
entre otros que pueden alterar las funciones de nuestro organismo (Garcia
Sanchez, 1992; Dupin, 1997).

B. CONDICIONES DE CONTAMINACION DE LOS ALIMENTOS

Las relaciones entre el ambiente y la alimentacion pueden abordarse desde

distintos puntos de vista como lo son: Influencia en la seleccion de alimentos,
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determinacion del tipo de alimentos disponibles en una determinada area
geografica por lo que se condiciona notablemente los habitos alimentarios,
composicion nutritiva de los alimentos (en especial a los micronutrientes), lo
que se puede constituir como una fuente de contaminacion directa o indirecta
de los alimentos (Mariné y Vidal, 2000). Los alimentos pueden ser fuente de
toxicos, intrinsecos o contaminantes, por lo que en la mayoria de los casos
actian como vehiculos para los compuestos toxicos, que a menudo se
encuentran presentes en el medio ambiente o resultado de los procesos de
elaboracion de los mismos (Wienk ,1999); la contaminacion de los alimentos
consiste en la presencia en éstos y otros productos relacionados, de sustancias
de origen biologico o quimico y son consideradas como riesgosas o toxicas para

la salud del consumidor.

B.1. Contaminacién bioldgica alimentaria. Es un fendbmeno que se presenta por la
invasion de microbios durante la elaboracion, la manipulacion, el transporte y
la distribucion al publico de los alimentos u originada por el mismo consumidor,
siendo las principales causas:

» Animales enfermos que dan origen a productos contaminados; tal es
el caso de vacas lecheras con tuberculosis, que producen leche con
ese bacilo o la carne de cerdo infectada con triquina.

» Personas portadoras de enfermedades que manipulan alimentos y los
contaminan, tal son los casos de enfermos con colera, tifoidea, y
enfermedades gastrointestinales, entre otras.

> La contaminacion de alimentos durante la elaboracion,
manipulacion, transporte y distribucion al publico por falta de las

previsiones sanitarias requeridas (Garcia, 2000).

B.2. Contaminacién quimica alimentaria. Se debe a la presencia de elementos o

sustancias quimicas provenientes de desechos de actividades humanas, adicion
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deliberada de sustancias a los alimentos o sustancias toxicas de origen natural
que los convierten en un peligroso para la salud, este tipo de contaminacion
puede ser causada por:

+ La presencia de metales pesados, por lo general toxicos en bajas
concentraciones, siendo los principales mercurio, plomo,
arsénico, cadmio, cobalto, estafio y manganeso.

+ Pesticidas, plaguicidas, insecticidas, fungicidas, herbicidas o
restos de medicamentos y sustancias de crecimiento aplicados a
los animales, como antibiéticos y hormonas.

+ Aditivos para preservar y colorear los alimentos.

C. FUENTES DE CONTAMINACION POR METALES PESADOS

El desarrollo tecnologico, el consumo masivo e indiscriminado de combustibles,
la produccion de desechos principalmente urbanos y la utilizacion de diversos
productos quimicos ha provocado la presencia de muchos metales en
cantidades importantes en el ambiente, provocando numerosos efectos sobre la
salud y el equilibrio de los ecosistemas los cuales se incorporan con los
alimentos o como particulas que se respiran y se van acumulando en el
organismo hasta llegar a limites de toxicidad, si la incorporacion es lenta se
producen intoxicaciones cronicas que danan a tejidos y organos en los que se
acumulan (Garcia, 2000), siendo las fuentes de contaminacién por metales

pesados las que a continuacion se mencionan.

C.1. Suelo: Es alterado como resultado de las actividades mineras, la utilizacion
de sustancias quimicas para los campos de cultivo y la industria; por lo que los
metales tienden a acumularse en la superficie (Baird, 1999) quedando
accesibles al consumo de las raices de las plantas cultivadas en terrenos

contaminados, absorbiendo mas oligoelementos y aumentando la concentracion
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en los tejidos vegetales (Kabata y Pendias, 2001). Excesivas concentraciones de
metales en los suelos podrian impactar la calidad de los alimentos y el agua
debido a la filtracion afectando la seguridad de la produccion de cultivos y la
salud del medio ambiente ya que estos se mueven a través de la cadena
alimenticia via consumo de plantas por animales y estos a su vez por humanos
(Gulson y col., 1996).

C.2. Agua: El agua puede llegar a ser fuente de contaminacion cuando aguas
residuales no tratadas provenientes de minas y fabricas llegan a los rios
provocando su profanacion; del mismo modo, el uso repetido de fertilizantes
quimicos conducen a su contaminacion (Martinez y Beltran, 1999), ya que los
metales pesados son arrastrados por las aguas superficiales a los lagos y rios
donde también contaminan los mantos freaticos que también estan expuestos a
ser contaminados a través de las lluvias que arrastran metales como el plomo,
cadmio, mercurio y molibdeno, asi también sulfatos y nitratos producidos por la

lluvia acida (Gideon y col., 1999).

C.3. Aire: La actividad industrial y minera arroja al ambiente diversos metales
toxicos y daininos para la salud (Dugast, 1978); los metales originados en las
fuentes de emision generadas por el hombre (antropogénicas) incluyendo la
combustion se encuentran en la atmdsfera como material suspendido que
respiramos y que ademas pueden llegar a sedimentar en plantas, suelo y agua

acarreados por el aire.

C.4. Alimentos: Los alimentos pueden llegar a contaminarse desde su cosecha y
obtencion en el campo hasta su industrializacion (Mariné y Vidal, 2000), el
embalaje y la elaboraciéon; también pueden introducir sustancias quimicas
como metales pesados en los alimentos industrializados ya sea por los diversos
instrumentos con los que tienen contacto, la adicion de sustancias quimicas y

su envasado. Recurrir a la agricultura ecoldgica es una forma sencilla de evitar
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la utilizacion de pesticidas y por tanto la entrada de metales pesados a nuestro

organismo (Boudene, 1981).

D. METALES PESADOS

De los 106 elementos conocidos por el hombre, 84 son metales y se denomina
metales pesados a aquellos elementos quimicos cuya densidad es por lo menos
cinco veces mayor que la del agua y ademas pueden jugar un papel importante
en el metabolismo normal, por ejemplo: calcio, potasio, sodio, magnesio,
hierro, zinc, selenio, manganeso, cobre, molibdeno, cobalto, cromo, silice,
niquel y estafo o bien toxicos como el cadmio, plomo, mercurio, cromo,
berilio, arsénico y bario (Reilly, 1980) por lo que no es de extranar que las
posibilidades de contaminacion metalica en el ambiente sean numerosas. Hay
que tener presente que los metales son materias naturales que (desde la edad
de hierro) han desempefnado un papel fundamental en el desarrollo de las
civilizaciones; el problema surge cuando prolifera su uso industrial y su empleo
creciente en la vida cotidiana termina por afectar a la salud. En la Tabla 1 se
pueden apreciar las propiedades de algunos metales pesados y sus
caracteristicas toxicologicas, puesto que algunos de ellos presentan problemas
a ciertas concentraciones lo que constituye un serio peligro para la salud
(Claudio, 2003) ya que pueden afectar a mas de un érgano al ser ingeridos y

distribuidos a diferentes partes a través de la sangre (Gennart, 1992).

La toxicidad de un metal depende de la dosis en que se ingiera, asi como de la
cantidad excretada siendo algunas veces la diferencia entre la concentracion
toxica y la concentracion requerida es minima (Claudio, 2003); la interaccion
de los metales con las células vivas es que estos pueden desplazar a metales

esenciales o actuar como mutagenos y cancerigenos (Lloyd y col., 2005).
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Tabla 1. Propiedades de algunos elementos considerados como metales pesados

Metales Pesados

Es un micronutriente esencial para los humanos, animales y plantas; es persistente en el ambiente

y si es absorbido por el organismo humano puede persistir por décadas antes de ser excretado. En

Cadmio L . . . .
humanos, la exposicion prolongada se relaciona con la disfuncion renal, también puede llevar a

Ca enfermedades pulmonares, se la ha relacionado con el cancer de pulmén y puede provocar
osteoporosis en humanos y animales. El ingreso medio diario, para humanos se estima en 0,15 pg

procedente del aire y 1 pg del agua.

Es un elemento esencial para la vida humana, pero en dosis elevadas puede provocar anemia,
Cobre irritacion del estdbmago e intestino y dafo renal y hepatico. Los pacientes con la enfermedad de
Wilson, pueden tener mayores riesgos en caso de sobreexposicion al cobre; el cobre puede
Cu encontrarse en el agua potable, procedente de las caferias de ese metal o de aditivos empleados

para evitar la proliferacion de algas.

Se usa en aleaciones y pigmentos para cemento, papel, pinturas, caucho y otras aplicaciones; fre-
Cromo cuentemente se acumula en ambientes acuaticos, por lo que existe cierto riesgo de ingerir
pescado contaminado. Los bajos niveles de exposicion pueden provocar irritacion de la piel y
Cr Ulceras, mientras que la exposicion prolongada puede causar dafos hepaticos y renales, al tejido

nervioso y al sistema circulatorio.

Mercurio Es un contaminante global proviene principalmente de la de gasificacion de la corteza terrestre,
las emisiones volcanicas y la evaporacion de las masas de agua; es utilizado en pilas, lamparas y

Hg termometros. Las principales fuentes de emision son la fabricacion de cloro en celdas de mercurio,

18




produccion de metales no ferrosos y lacombustion del carbon mineral; es téxico y no se lo
encuentra naturalmente en organismos vivos. Las intoxicaciones con mercurio pueden provocar
temblores, gingivitis, alteraciones psicologicas y aborto espontaneo, algunos procesos biolégicos
naturales pueden generar compuestos metilados de mercurio que se bioacumulan en los
organismos vivos, especialmente en peces; la principal ruta de ingreso a los seres humanos es por

la cadena alimentaria y no por inhalacion.

Niquel

Ni

El niquel es necesario para la formacion de globulos rojos, pero en exceso es medianamente
toxico. No se conocen efectos de la sobreexposicion de corto plazo, pero en el largo plazo puede
provocar disminucion del peso corporal, irritacion de la piel y problemas cardiacos y hepaticos,
puede acumularse en ambientes acuaticos, pero no experimenta biomagnificacion en la cadena

alimentaria.

Plomo

Pb

Proviene de fuentes naturales y antropogénicas, puede ingresar al organismo por el agua,
alimentos, tierra y polvo desprendido de viejas pinturas conteniendo plomo; asimismo, se le
emplea en aleaciones, baterias, compuestos y pigmentos, revestimientos para cables, proyectiles
y municiones. La exposicion puede tener diversos efectos en humanos, pudiendo afectar la sintesis
de hemoglobina, la funcion renal, el tracto gastrointestinal, las articulaciones y el sistema

nervioso.

Selenio

Se

Es un no metal necesario en pequenas cantidades para los seres humanos y ciertos animales, pero
en exceso puede provocar fatiga, irritabilidad, caida del cabello y las ufas y dafio hepatico, renal

y daho severo del sistema nervioso; se acumula en los tejidos vivos, especialmente en los peces.

Fuente: FAO (2004), Soil heavy metals.
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D.1. Toxicidad del plomo (Pb)

El plomo es un metal pesado, azuloso, suave y maleable, usado en varios
procesos industriales, es considerado desde la antiguiedad como "nocivo y
pestilente” incluso se piensa que fue una de las causas de la caida del Imperio
Romano por haber sido ampliamente empleado para elaborar utensilios
domésticos como ollas, copas, jarras, tuberias y otros (Valle y Lucas, 2000);
los romanos usaban incluso el acetato de plomo como edulcorante para el
vino, agudizando la intoxicacion de quien lo bebia (Nriagu, 1998; Claudio
2003).

D.1.1. Exposicidn

En la actualidad la carga corporal de plomo en la poblacion en general se ha
calculado que es alrededor de 1000 veces mayor que la del hombre
prehistérico  (Patterson, 1991), siendo las principales fuentes de
contaminacion por este metal las fundidoras, fabricas de baterias, algunas
pinturas, loza de barro vidriado e incluso el cristal que se utiliza para
almacenar o cocinar alimentos vy las gasolinas con tetraetilo de plomo
(Elinder, 1988; Gerhardsson, 2002); la exposicion puede ocurrir a través de la
ingesta de los alimentos ya que se puede encontrar presente en el aire, agua y
suelo y depositarse en los vegetales que al ser consumidos por los animales
pasa a formar parte de su organismo (De Temmerman y Hoenig, 2004) llegando
a ser considerado como un material peligroso en la mayoria de los productos
quimicos, considerandose dentro del 10% de los metales mas peligrosos para la
salud humana (Mushak, 1989).
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D.1.2. Metabolismo

El plomo puede ser inhalado como diminutas particulas en un rango de 0.01 a
5 pm, depositandose en la region alveolar de las vias respiratorias vy
posteriormente siendo absorbidas por el pulmon; estudios realizados con
humanos han demostrado que la absorcion toma un tiempo de 24 h (Hursh y
Suomela, 1968; Chamberlain, 1985) y depositandose en el tejido pulmonar
(Barry, 1975) mientras que particulas mas grandes se depositan en la nariz y
boca siendo absorbido por el tracto gastrointestinal, la absorcion a través de
la piel es muy baja pues un estudio mostro que la absorcion fue solo de un
0.06 % durante un mes (Moore, 1980).

Una vez ingerido puede formar sales inorganicas y organicas, las sales
inorganicas se forman cuando el plomo tiene una valencia de +2, mientras que
en las sales organicas su valencia puede ser de +4 (Templeton, 2000); posee
una elevada afinidad por las proteinas (metaloproteinas) y a algunas enzimas
(metaloenzimas), a las cuales se puede unir por tres mecanismos: (1) la
interaccion con sitios estereoespecificos que constituyen los sitios de union
natural de los metales divalentes de importancia bioldgica; (2) la interaccion
electrostatica, en dominios con alta densidad de carga negativa; (3) la
interaccion covalente con grupos sulfhidril con los cuales forma mercaptidos
como resultado de la unién del metal con las proteinas se presentan
alteraciones estructurales y funcionales de esas macromoléculas (Lloyd, 2005;
Pallares, 2005). El plomo unido o no a proteinas o enzimas se absorbe a través
de las vellosidades del intestino delgado, los cuales contienen a células
especializadas llamadas enterocitos para llevar a cabo la absorcion y en
cuestion de minutos pasa del plasma a las células sanguineas (Campbell, 1984)
posteriormente pasa a los huesos en donde tiende a reemplazar al calcio

(Barry, 1975), el resto se distribuye a otros organos tales como cerebro, riidn,
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médula 6sea e higado, algunos de los cuales se dafan aun con bajos niveles de

plomo convirtiéndose en érganos blanco.

Solamente una proporcion circulante puede ser excretado siendo la via
urinaria la mas favorecida (Yokoyama, 2000), mientras que una proporcion
mas pequeia puede desecharse por los fluidos de secrecion gastrointestinal o
bilis (Ishihara y Matsushiro, 1986) de manera que la mayor parte del plomo
que se encuentra en las heces es aquel que no fue absorbido por via digestiva
(Rabinowitz, 1980); también es posible eliminar una pequeha cantidad de
plomo por las células que se descaman en piel, pelo y uias (Rabinowitz, 1977;
Foo, 1993) y algunas condiciones fisiologicas que permiten que pueda ser
excretado por otros fluidos como la leche materna, semen, saliva (Koh, 2003),
sudor, entre otros (Rabinowitz, 1977; Kehoe, 1987; Omokhodion y Cockford,
1991).

D.1.3. Mecanismo de toxicidad

Los mecanismos de accion del plomo a nivel molecular no estan bien
establecidos, aunque se ha observado que actUa sobre una gran variedad de
actividades bioldgicas en células y tejidos (Gerhardsson, 2002) llegando a
causar efectos toxicos en una larga serie de o6rganos y tejidos; sin embargo
esta establecido que se une a los grupos sulfhidril de las proteinas, si esto se
produce en una enzima su funcion puede ser inhibido lo que puede dar lugar a

efectos toxicos.

D.1.4. Efectos sobre la salud

La exposicion al plomo inorganico puede causar danos en el sistema nervioso

ya que puede provocar encefalopatia especialmente en los nifos y en adultos;
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los signos de toxicidad grave son la ataxia, coma y convulsiones (Ehle y McKee,
1990; Maizlish, 1995). El mecanismo de la neurotoxicidad no es claro, sin
embargo ha sido propuesta la posibilidad de que puede afectar el metabolismo
del sistema nervioso a través de la unién a proteinas en el tejido cerebral
(Quintanilla-Vega, 1995) ademas interfiere con el desarrollo del sistema
neuroldgico, causa crecimiento retardado, déficit de atencion, deficiencias
visuales, disminucion en la capacidad de aprendizaje y resolucion de
problemas sobre todo en ninos (Lindgren, 1996); en exposiciones bajas hay
efectos en términos de hormigueo o adormecimiento de brazos y piernas,
dolor muscular y umbrales de dolor en los dedos y la disminucion de los
umbrales de vibracion en las manos y los dedos de los pies (Bleecker, 1997;
Kovala, 1997; Chuang, 2000).

En la sangre, el plomo puede causar anemia al impedir la formacion de
moléculas que transportan el oxigeno y la inhibicion de la enzima pirimidina-5-
nucleotidasa (P5N), también se reduce el tiempo de vida de los eritrocitos
probablemente debido a la inhibicion de la membrana de células rojas de Na*,
K*-ATPasa de membrana y los cambios estructurales de las proteinas lo que

puede causar hemolisis (Gennart, 1992; Solliway, 1996).

Los sintomas de dafo en el tracto gastrointestinal después de la exposicion
suelen aparecer al comienzo y a menudo permanecen durante todo el curso de
la enfermedad y son la razon por la cual se diagnostica el envenenamiento por
este metal, la mayoria de los casos comienzan con prolongado estrefimiento,
indigestion, pérdida de apetito y ocasionalmente diarrea, calambres
abdominales intermitentes los cuales a menudo se presentan en intervalos
libres de dolor que a veces irradian a la vejiga, el escroto y el rifion siendo

frecuente el vomito (Skerfving, 2005).
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En cuanto al mecanismo de los efectos mutagénicos, las pruebas demuestran
que el plomo se acumula en el nlcleo de la célula, sin embargo solo hay
pruebas limitadas de genotoxicidad directa o efectos nocivos al ADN excepto
el cromato de plomo que ha sido negativo en la mayoria de los ensayos in

vitro de genotoxicidad (Silbergeld y col., 2000).

La evidencia experimental indica que puede sustituir al zinc en las proteinas
que funcionan como reguladores transcripcionales incluyendo protaminas,
también reduce la unién de estas proteinas al reconocimiento de elementos de
ADN genomico lo que sugiere una alteracion en la expresion genética
(Hengstler, 2003); se estima que el tiempo necesario para que una persona
expuesta a bajas dosis elimine completamente al metal de sus tejidos, es de
20 afnos a partir de que cesa la exposicion (Schwartz y Stewart, 2001; Tassler,
2001).

D.2. Toxicidad del cadmio (Cd)

El cadmio es un metal blanco azulado, dictil y maleable, en algunos aspectos
es similar al zinc ya que no se degrada en el medio ambiente pero puede
cambiar de forma. Las principales utilizaciones en el medio laboral son las
aleaciones con otros metales, fabricacion de acumuladores eléctricos,

pigmentos y como estabilizante en la industria del plastico (Boudene, 1982).

D.2.1. Exposicion

Los seres humanos estan expuestos a este metal a través de alimentos
contaminados, utensilios de cocina, tabaco y el agua (Dugast, 1978); otra
fuente importante de emision de cadmio es la produccion de fertilizantes

fosfatados y fungicidas artificiales y cuando esta presente en el suelo llega a
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ser extremadamente peligroso ya que es absorbido por las plantas y estas a su

vez por los animales que dependen de ellas para sobrevivir.

Se ha detectado que puede bioacumularse en alimentos, tales como visceras
(rindn, higado), moluscos, crustaceos, mejillones, ostras, langostas, peces,
granos (especialmente arroz y el germen de trigo) y algunas especies de setas
con contenido del orden de mg/kg; a pesar de su bajo contenido los
alimentos de origen vegetal constituyen por su elevado consumo una de las
principales fuentes dietéticas del metal, siendo toxico para todos los
sistemas y funciones humanas o animales (Spivey Fox, 1988; Groten y col.,
1994; McLaughlin y col., 1999).

D.2.2. Metabolismo

La absorcion de cadmio en el tracto gastrointestinal es alrededor del 5-8%, por
via respiratoria 15-40%, excepto en nifos 37% (Groten y col., 1994) y su
absorcién a través de la piel es extremadamente baja (Eklund y col., 2003).
Durante la inhalacion pasa a los pulmones en donde se acumula y es absorbido
en la medida del 40%, pasando a las proteinas plasmaticas de la sangre y
siguiendo su acumulacién en el higado, rifdn y bazo; su penetracion intestinal
es considerada débil aunque se absorbe bastante mal en los intestinos (solo en
el rango de 5-8%), siendo mayor la absorcion en el estomago debido a la union
entre las enzimas presentes en esa zona (Eklund, 2003) posteriormente, pasa
al plasma sanguineo en donde se une de forma selectiva a proteinas de alto
peso molecular como la albumina (Nordberg y Nordberg, 1998), aunque el
nivel presente en el plasma es extremadamente bajo puede penetrar en las
células sanguineas en donde la concentracion de eritrocitos es mucho mayor
que en el plasma y después pasa al higado en donde se induce a la sintesis de
metalotioneina (Lauwerys, 1982) la cual debido a su bajo peso molecular se

filtra eficazmente a través de los glomérulos renales y es reabsorbido en el
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tUbulo proximal donde se acumula gradualmente, asi en la exposicion cronica
el rindn contiene la mayor parte de la carga corporal de cadmio es de 50 al
65% causando dano en el mecanismo de filtracion que trae como consecuencia
la excrecion de proteinas esenciales y azlcares del cuerpo (Groten y col.,
1994); cierta cantidad se acumula en los rifones, mientras que una menor
proporcion se distribuye a otros organos (McLaughlin y col., 1994). Se excreta
principalmente por la orina y a través de la bilis y jugo pancreatico por medio
de las heces, en el embarazo incluso antes de la formacion de la placenta
puede llegar al embridon y mas tarde se puede excretar en la leche (Harlan,
1985).

D.2.3. Mecanismo de toxicidad

El cuerpo humano no necesita de este metal en ninguna forma por lo que se le
considera danino en dosis pequenas, ya que inhibe a los grupos SH que
intervienen en la mayoria de procesos enzimaticos del organismo lo que puede

dar lugar a efectos toxicos.

D.2.4. Efectos sobre la salud

La inhalacion crénica de cadmio dana al sistema respiratorio por lo que se
sospecha que es una posible causa de cancer de pulmon (Sorhan y Esmen 2004;
Verougstratete y col., 2003); otros efectos respiratorios cronicos de la
exposicion son la rinitis cronica, la destruccion del epitelio olfativo, asi como
el desarrollo de la bronquitis (ATSDR, 1999; Drebler, 2002).

En animales, la ingestion cronica de cadmio provoca el aumento de la presion
arterial, tales efectos se han vinculado al aumento de los niveles sanguineos y
la retencién de sodio y agua (ATSDR 1999) lo que da lugar a la hipotesis de que
la exposicién al cadmio en los seres humanos podria estar relacionada con la

hipertension. La ingesta de alimentos o agua que contienen cantidades muy
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elevadas (en términos de miligramos) irritan al epitelio gastrico (Lewis, 1997)
y pueden causar diarreas, dolor de estomago, vomitos severos y trastorno

abdominal agudo (Nordberg, 1993).

Los calculos renales son mas comunes en la poblacion expuesta a este metal
pero otros factores pueden incluir al aumento del acido Urico; los niveles
habituales de exposicion, el aumento de la excrecion de alto peso molecular
de proteinas, tales como albumina y transferrina, son los primeros signos de
dano glomerular el cual se cree que es irreversible (Jarup 2002) y pueden
aparecer lesiones oOseas posterior a la intoxicacién cronica grave, lo que

ocasionando fracturas espontaneas y la osteoporosis.

Los compuestos de cadmio son débilmente mutagénicos en la mayoria de los
sistemas de ensayo (Filipic y Hei, 2004) pero en estudios con animales han
demostrado ser genotoxico en algunas células eucariotas incluyendo a las
células de los testiculos (Yang y col., 2003); el mecanismo por el cual puede
ser genotoxico es indirectamente inducir estrés oxidativo en las células como
consecuencia de la inhibicion de enzimas antioxidantes (Aydin y col., 2003;
Bagchi y col., 2000; Jimi y col., 2004) y también ha demostrado inhibir la
reparacion del ADN (Buchko y col., 2000; Hartwig y col., 2002).

D.3. Toxicidad del arsénico (As)

En el pasado los compuestos inorganicos de arsénico se usaron
predominantemente como plaguicidas, principalmente en cosechas de algodén
y huertos frutales. Antes del advenimiento de los antibioticos se le empleaba
como medicamento en dosis sumamente pequenas para tratar padecimientos
como la sifilis, leucemia y bronquitis pulmonar (Brooks, 2005). El arsénico es

organico cuando se halla combinado con carbon 6 hidrégeno 6 inorganico
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cuando se combina con oxigeno, cloro o sulfuro; siendo el arsénico organico el
menos toxico (Budavari y col., 2001), dichos compuestos no tienen olor y la
mayoria no tiene ningln sabor especial por esta razon generalmente no se
puede saber si estan presentes en los alimentos, el agua o el aire, razon por la

cual el ser humano puede intoxicarse de manera accidental (Adair, 2006).

El arsénico y sus derivados metilados son conocidos por su caracter
carcinogénico aunque son utilizados también en tratamientos de
quimioterapia; el arsénico inorganico es metilado a nivel celular a compuestos
organicos como el monometil arsénico (MMA), dimetil arsénico (DMA) vy
trimetil arsénico (TMA) a estos mecanismos celulares de metilacion como
formas de detoxificacion, se ha demostrado que en cualquiera de estas tres
formas altera procesos fisiologicos naturales, produce superdxidos (ROS) y

altera mecanismos de reparacion del ADN (Vasken y Aposhian, 2005).

D.3.1. Exposicion

El arsénico es liberado al medio ambiente procedente de fuentes naturales
como consecuencia de fendmenos naturales tales como la erosion de depositos
minerales y los volcanes, liberaciones derivadas de actividades humanas como
la fundicion de metales, combustion de carbén, produccion y uso de sustancias
quimicas y la eliminacion inadecuada de residuos puede dar lugar a la
contaminacion del medio ambiente (Tchounwou y col., 1999). La Academia
Nacional de Ciencias de los Estados Unidos calcula que unos 75,000 a 100,000
toneladas de arsénico se producen anualmente a escala mundial (NAS, 1977).
Mas del 80% de los compuestos de arsénico se utilizan para la fabricacion de
productos con aplicaciones agricolas, como insecticidas, herbicidas,
fungicidas, alguicidas, tratamiento de madera, conservantes, colorantes,
medicamentos y para la erradicacion de la tenia en el ganado ovino y vacuno;

algunos compuestos todavia se utilizan en el tratamiento de ciertas
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enfermedades tropicales como la enfermedad africana del sueno, la disenteria
amébica y en la medicina veterinaria para el tratamiento de enfermedades
parasitarias incluyendo la filariasis en perros y cabeza negra en los pavos y los

pollos (Budavari y col., 2001; Carapella, 1992).

En el suelo suele encontrarse como As (lll) o As (V), este ultimo tiende a
transferirse a la fraccion mineral del suelo lo que baja su absorcion por parte
de las plantas pudiendo dar lugar a la contaminacion de acuiferos por
lixiviacion (Epstein, 2002); en donde el metal puede ser absorbido por peces,
mariscos y algas en los que su concentracion puede ser alta en donde el metal
es transformado en arsenobetaina, arsenofosfolipidos, arsenoazlcares (Cooney
y col., 1978; Edmonds y Francesconi, 1981). Otras vias de exposicion al
arsénico son los alimentos que son expuestos con aguas o plaguicidas que

contienen arsénico (Crecelius, 1977).

D.3.2. Metabolismo

Los compuestos arsenicales se absorben a través de las via digestiva,
respiratoria y cutanea siendo esta ultima de menor exposicion; los compuestos
organicos de arsénico se absorben mejor que los inorganicos y los
pentavalentes mas que los trivalentes, sin embargo los compuestos inorganicos
son mas toxicos que los organicos y el As (lll) es mas toxico que el As (V)
(Chalenger, 1951; Braman y Foreback, 1973).

El arsénico suspendido en el aire se encuentra por lo general en forma de
As;03 y sus particulas son objeto de una alta deposicion en el tracto
respiratorio superior, pasando a la region de nasofaringeo y la zona mucocilar
en donde una parte se absorbe al pulmén y pasa a la sangre, mientras que otra
fraccion es desviada al tracto gastrointestinal (Davison y col., 1974); en el

caso del trioxido de arsénico, se absorbe rapidamente mientras que
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compuestos como el arseniato de calcio y arseniato de plomo tienen un largo
tiempo de retencién. La absorcion gastrointestinal puede ser mucho menor si
la forma quimica ingerida es insoluble (Charbonneau y col., 1978); cerca de
70-90% de la ingestion de arsénico inorganico es facilmente absorbido por el
tracto gastrointestinal y luego distribuido a los diferentes 6rganos mientras
que la forma organica trasformada como arsenobetaina es absorbida casi por
completo; en el caso del trioxido de arsénico que es ligeramente soluble en el
agua y la absorcion gastrointestinal depende de factores como el pH del jugo
gastrico y del tamano de particula, después de la absorcion por los pulmones
o el tracto gastrointestinal, el arsénico es transportado por la sangre a otras
partes del cuerpo (Charbonneau y col., 1978) en donde se puede ser
metabolizado por 2 tipos de reaccion; primero la reduccion de As (V) a As (lll)
interactuando este ultimo con los grupos tioles de las proteinas por ejemplo,
todas aquellas proteinas que contengan el aminoacido cisteina, esta
interaccion produce alteraciones en la estructura molecular de las proteinas
interrumpiendo su actividad bioldgica y segundo las reacciones oxidativas de
metilacion que transforman al arsénico en especies menos toxicas y mas
faciles de excretar por los organismos (Bencko, 1977; Epstein, 2002),
posteriormente se fija preferentemente en el higado, rifones, tracto
digestivo, hueso, piel, ufas y cabello (mediante grupos -SH unidos a

queratina).

La mayoria del arsénico inorganico es metilado en el cuerpo, principalmente
en el higado y pasa al rindn en donde se excreta por la orina, el porcentaje
de excrecion puede variar dependiendo de la forma quimica y de las especies
expuestas. Alrededor del 10-15% en forma de acido monometilarsenico (MMA),
y 60-80% de acido dimetilarsenico (DMA); con el aumento de dosis, la fraccion
metilada disminuye (Calderon y col., 1999) y solo un bajo porcentaje se

excreta en las heces (Apostoli y col., 1999); cerca de 50-60% de una dosis oral
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de arsénico inorganico se excreta en una semana y alrededor del 70-75% de
arsenobetaina ingerida se excreta en la orina dentro de una semana sin ser
metabolizada. La vida media del metal en el organismo es de unas 10 h,
aunque se puede detectar en orina hasta 10 dias después de su exposicion.
Durante la lactancia, un pequefio porcentaje de la ingestion puede ser
excretado en la leche materna (Concha y col., 1998); otras vias de eliminacion

aunque de menor importancia son la piel, el cabello, las uhas y el sudor.

D.3.3. Mecanismo de toxicidad

Recientemente el arsénico ha sido utilizado como un agente contra el cancer
en el tratamiento de la leucemia aguda y su accion terapéutica se ha atribuido
a la induccién de muerte celular programada (apoptosis) en células de

leucemia (Rousselot y col., 1999).

El arsénico actla a nivel molecular dejando inactivas las enzimas a través de
la formacion de nuevos enlaces quimicos covalentes llamados puentes
disulfuro. Las particulas de arsénico que ingresan al tracto respiratorio son
absorbidas por el pulmon, alli, de acuerdo a la especie quimica se interrumpe
la actividad mitocondrial inhibiendo el dihidrolipoato, un cofactor necesario
de la piruvato deshidrogenasa, esta inhibicion altera el ciclo de Krebs e
interrumpe la fosforilacion oxidativa ya que se bloquea el transporte de
electrones pudiendo también inhibir la transformacion de la tiamina a acetil-
CoA vy succinil-CoA y por consiguiente la produccion de ATP (ATSDR, 2005;
Conner, 1993; Chen y col., 1997); al mismo tiempo se desencadenan en la
célula una cascada de reacciones de activacion por fosforilacion de caspasas
que determina la muerte celular (Chen, 1997) y se altera la estructura y
funcion de proteinas relacionadas con la defensa celular como el glutation
(Chang, 1991; Csanaky y col., 2003, Cui, 2004).
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D.3.4. Efectos sobre la salud

Tanto toxicidad aguda y subaguda del arsénico involucran a muchos sistemas y
organos incluyendo aparato gastrointestinal, absorcion cutanea, dano
hepatico, hematologico, oftalmicos y sistemas cardiovascular, respiratorio,
nervioso, renal, incluyendo la pérdida de resistencia a infecciones (ATSDR,
2005; Chen y col., 1997).

La intoxicacion aguda de la forma inorganica puede causar el sindrome
gastrointestinal que comienza con un sabor metalico y resequedad en la boca,
vomitos, diarrea profusas, colicos intensos, deshidratacion, debilidad y
depresion, este sindrome es causado por la paralisis de los capilares de control
en el tubo digestivo provocando una disminucion en el volumen de sangre,
presion arterial, desequilibrio electrolitico y shock (ATSDR, 2005; Armstrong,
1984).

Los efectos respiratorios incluyen rinitis, faringitis, laringitis, bronquitis, tos
cronica y enfermedades pulmonares obstructivas (Adonis, 2005); exposiciones
muy altas pueden causar la perforacion del tabique nasal, en estudios mas
recientes han reportado cancer de pulmon (Chen y col., 1997). La piel es el
organo critico a largo plazo después de la exposicion oral al arsénico y puede
causar lesiones en las mucosas, lo que lleva a melanosis, hiperpigmentacion y

despigmentacion (Ahsan y col., 2006).

La exposicion cronica causada por la ingesta de agua potable y medicamentos,
puede inducir a la cirrosis hepatica e hipertension (Axelson y col., 1978); la
exposicion prolongada al arsénico tiene un efecto depresor sobre el sistema
hematopoyético, provocando anemia; los efectos en el sistema nervioso se

pueden manifestar como danos en globulos rojos y en médula 6sea, causando
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la disminucion en la produccion de globulos rojos y blancos, nervios y el
cerebro (Chen y col., 1997). A exposiciones muy altas de arsénico inorganico
puede causar infertilidad y abortos en mujeres, ya que durante el embarazo
es capaz de traspasar la placenta (Beckman, 1977); en ensayos de laboratorio
los animales (ratones) expuestos a bajas dosis de manera cronica presentaron
camadas con pocas crias (Chen, 1997), siendo la especie inorganica un
carcinogénico comprobado (Chiou y col., 1995; 2001) ya que puede
indirectamente danar al DNA y el material genético, mientras que el arsénico

organico no puede causar cancer ni daiio al ADN.

D.4. Toxicidad del cobalto (Co)

El cobalto es un elemento relativamente raro de la corteza terrestre y es
también considerado como un metal esencial para los mamiferos en la forma
de cobalamina (vitamina Biz), en donde forma complejo con cuatro nicleos de
pirrol unidos en un anillo llamado corrin similares a las porfirinas (Keane y
col., 2002), el cuerpo humano adulto contiene aproximadamente 1 mg de este

metal.

Los compuestos de cobalto tienen estados de oxidacion (IlI) o (lll), siendo el
primero el mas estable; los principales compuestos de interés toxicoldgico son
sus aleaciones y materiales compuestos como 6xido de cobalto y tetroxido,
las sales tales como cloruro de cobalto (ll), sulfato y sulfuro. También se usa
en aleaciones, para triturar, cortar y articulaciones artificiales para la rodilla
y la cadera. Los compuestos de este metal se usan también para colorear
vidrio, ceramicas y pinturas, como secador de esmaltes y pinturas para
porcelana (Coles, 1955; Shuttleworth y col., 1961 y Schirrmacher, 1967). La

l60

especie radioactiva tiene usos comerciales y en medicina el ** Co se usa para

esterilizar equipo médico y articulos de consumo, en radioterapia para
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pacientes con cancer, para fabricar plasticos e irradiar alimentos, el *’Co es

usado en investigacion clinica y cientifica (Coles, 1955).
D.4.1. Exposicién

El Cobalto es un elemento que se encuentra de forma natural en el medio
ambiente en el aire, agua, suelo y rocas por lo que través del proceso de
meteorizacion, es lixiviado a partir de su matriz material de corteza terrestre
y penetra en el suelo de los sistemas de sedimentos (Punsar y col., 1975;
Schroeder y col., 1967) que es en parte absorbido por animales y plantas
especialmente en frutos, semillas y animales; niveles elevados en el suelo
puede ser consecuencia de actividades humanas tales como la aplicacion de
lodos que contienen cobalto o los fertilizantes fosfatados, la eliminacion de
los residuos que contienen cobalto y la deposicion atmosférica de las
actividades como la mineria, fundicion, refinacion o de combustion (Hamilton,
1994). Los isotopos radiactivos del cobalto no estan presentes de forma
natural en el medio ambiente, pero estos son liberados a través de las
operaciones de plantas de energia nuclear y accidentes nucleares (Delpeux y
col., 2002). La mayoria del cobalto ingerido por el ser humano es inorganico,
representando la vitamina Bi; una pequena fraccion, siendo principales
fuentes de esta vitamina los alimentos de origen animal y moluscos (Dabeka y
McKenzie, 1995).

D.4.2. Metabolismo

Como un componente de la vitamina By, el cobalto es un elemento esencial y
hasta ahora no se ha demostrado otro papel fisioldgico en los seres humanos.
El cuerpo contiene alrededor de 1-1.5 mg de cobalto presente en tejido dseo,
musculo y rifdn, del cual 85% es en forma de vitamina Bi2; los requerimientos

diarios de esta vitamina son de aproximadamente 1 pg, teniendo en cuenta
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que solo el 50% es absorbida por el tracto gastrointestinal (Linnainmaa vy
Kiilunen, 1997; Filon y col., 2004).

La tasa de absorcion depende de la solubilidad y dosis de los compuestos de
cobalto en fluidos bioldgicos y en los macrofagos pulmonares (Harding, 1950;
Rhoads y Sanders, 1985; Lison y col., 1995); estudios con hamster mostraron
que la absorcién de CoO a 5 mg fue del 0.5%, mientras que la absorcion a la
misma dosis pero de ClCo, en ratas fue de 30% (Comar y Davis, 1947;
Carlberger, 1961; Taylor, 1962). Las principales vias de exposicion son la
respiratoria y la gastrointestinal en la cual (Scansetti y col., 1994; Linnainmaa
y Kiilunen, 1997; Filon y col., 2004;) es mucho mayor ya que puede tener
transportadores a fines como el hierro y el niquel, cuando existe deficiencia
de hierro, aumenta la absorcion de cobalto y su union a grupos SH reduce su
absorciéon (Schade, 1970); una vez absorbido el cobalto, es transportado
sistematicamente unido a la albumina y posteriormente tiende a concentrarse
mayormente en rifon e higado y en menor proporcion en las glandulas

suprarrenales (Smith y col.,1972; Domingo, 1989).

El cobalto no se acumula en el organismo por lo que es eliminado rapidamente
del cuerpo a través de la orina pero una cierta proporcion (10%) tiene una
semivida biologica de 2-15 anos; después de la administracion intravenosa de
cloruro de cobalto en ratas, el 10% de la dosis se excreta en las heces, lo que
indica que el cobalto también se puede secretar en la bilis (Kent y McCance,
1941).

D.4.3. Mecanismo de toxicidad

La biodisponibilidad de los iones Co (Il) es relativamente limitada ya que estos
cationes precipitan en presencia de fosfatos y no muy especificamente se

unen a las proteinas como la albimina (Kadiiska y col., 1989).
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D.4.4. Efectos sobre la salud

El cobalto tiene funciones importantes en el organismo, ya que participa en la
maduracion y el crecimiento celular pues forma parte de la vitamina B, que
permite activar la sintesis la eritropoyetina para la formacion de eritrocitos,
ademas interviene como cofactor de la enzima glicina dipeptidasa que es

fundamental para la formacion de acidos biliares

La exposicion a niveles altos de cobalto puede producir efectos en los
pulmones y el corazon; también puede producir dermatitis, sobre todo por la
exposicion a tintes para cabello, cremas y la utilizacion de fertilizantes con
este metal (Marcussen, 1963; Raben y col., 1966; Camarasa, 1967). Se ha
demostrado que las sales solubles de este metal pueden causar toxicidad
severa de las vias respiratorias como la degeneracion y metaplasia escamosa
del epitelio olfativo e inflamacion en nariz y laringe en ratas y ratones
expuestos a la inhalacion de sulfato de cobalto (Bucher y col., 1990). De
acuerdo a Coates y Watson (1971), en humanos causa rinitis alérgica y asma.
Los grandes bebedores de cerveza contienen altas concentraciones de cobalto
ya que se utiliza como espumante; algunos estudios con personas mostraron
efectos como la insuficiencia cardiaca y de tiroides (Alexander, 1972). Estos
efectos adversos se consideran reversibles y probablemente reflejan la

inhibicion de la tirosina iodinasa por los iones de cobalto (Il) Novikova (1964)

La exposicion a altas cantidades de radioactividad emitida por el cobalto
puede danar las células en el cuerpo, causar esterilidad y pérdida de pelo,
aunque también se puede sufrir el sindrome de radiacion aguda que incluye
nauseas, vomitos, diarrea, hemorragia, coma y aun la muerte; ésta radiacion
es algunas veces usada en pacientes con cancer para destruir tumores, por lo
que es comun que padezcan estos sintomas (Jensen y Tuchsen, 1990; Léonard

y Lauwerys, 1990; Lison y col., 2001; IARC, 2003).
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IV. JUSTIFICACION

Hoy en dia las alteraciones a la salud del ser humano son causadas por la alta
concentracion de metales pesados provenientes del medio ambiente y que
llegan a incorporarse en los alimentos mediante el uso de fertilizantes,
durante su recoleccion, su transporte e industrializacion, provocando que de
esta manera los metales puedan llegan al ser humano, en donde pueden
bioacumularse y causar danos en el organismo, siendo el sistema
gastrointestinal el mas afectado a nivel tisular y celular; por tal motivo es
necesario llevar a cabo un estudio a nivel celular que permita evaluar el dano
citotoxico del sulfato de plomo, cloruro de cobalto, cloruro de cadmio y
pentoxido de arsénico en el intestino delgado, ya que no se ha reportado el

dano que estos compuestos pueden causar en este tipo de células.

HIPOTESIS

Los metales pesados tales como plomo, cobalto, cadmio y arsénico pueden

ocasionar dano citotoxico sobre las células epiteliales del intestino delgado.
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V. OBIETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el dano citotoxico de plomo, cadmio, cobalto y arsénico en células

epiteliales de intestino delgado en ratas.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS:

+ Evaluar el efecto citotoxico de plomo, cadmio, cobalto y arsénico
mediante cultivo primario de células epiteliales de intestino delgado y

en fragmentos de intestino delgado de rata macho Wistar.
+ Determinar la concentracion inhibitoria 50 (DI50), a partir de curvas

dosis-efecto, debido al dafo citotéxico causado por plomo, cadmio,

cobalto y arsénico, en células epiteliales de intestino.
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

A.1l. Reactivos

- Cloruro de cobalto de J.T.Baker ( México)

- Cloruro de cadmio de J.T.Baker ( México)

- Sulfato de plomo de J.T.Baker ( México)

- Pentoxido de arsénico de J.T.Baker ( México)

- Fosfato monobasico de potasio de J.T.Baker ( México)
- Fosfato dibasico de potasio de J.T.Baker ( México)

- Cloruro de sodio de Quimica Meyer (México)

- Cloruro de potasio de J.T.Baker ( México)

- Carbonato de sodio de Quimica Meyer (México)

- Hidroxido de potasio de J.T.Baker ( México)

- Dextrosa de J. T. Baker ( México)

- Azul tripan 0.05% de Gibco (Nueva Zelanda)

- Triton Sigma-chemical (USA)

- Tripsina Sigma-chemical (USA)

- Estreptomicina de HyClone (USA)

- Medio Mc Coy 5% modificado de Gibco (Nueva Zelanda)

- Suero fetal bovino de Gibco (Nueva Zelanda)

A.2. Material biolégico

- Ratas Wistar macho (190-250 g)

39



B. METODOS

B.1. Preparacion de las soluciones de metales

Para la preparacion de las soluciones de metal, se utilizd medio de cultivo
completo (MCC), el cual incluia; medio Mc Coy 5A modificado, Suero fetal
bovino 5% y estreptomicina 1.5%) y se mantuvieron en previa refrigeracion, a
continuacion en la tabla 1 y 2 se muestran las concentraciones preparadas

para cada metal.

Metal Concentracién pg/mL

Pb 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Co 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

cd 0 250 500 750 1000 1250 1500 2000

As 0 1 5 10 25 50 100 200

Tabla 2.- Concentraciones utilizadas de cada metal para medir la viabilidad celular
mediante la técnica de Frotis.

Metal Concentracion pg/mL
Pb 0 0.5 1 2.5 5 7.5 10 25 50 100
Co 0 10 50 75 100 200 300 400 450
Cd 0 1 5 10 25 50 100 250 500
As 0 1 2.5 5 7.5 10 25 50

Tabla 3.- Concentraciones utilizadas de cada metal para medir la viabilidad celular
mediante el estudio de células libres.
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B.2. Estudio de citotoxicidad de Pb, Co, Cd y As en las células de intestino delgado

mediante la técnica de Frotis.

B.2.1. Obtencidn del intestino

Se emplearon 3 ratas Wistar-macho en previo ayuno de 24 horas y agua ad
libitum para cada ensayo; los animales fueron sacrificados y trasladados a la
camara de bioseguridad donde se expusieron ventralmente, se realizé un corte
en el abdomen para extraer el intestino delgado, el cual fue cortado en
segmentos de 2 cm aproximadamente; cada fragmento fue invertido para
exponer la mucosa intestnal utilizando aplicadores de madera, se lavaron con
solucion amortiguadora de fosfatos salina (PBS: 10 mM, pH 7.4, 0.9% de NaCl),
seguido de una solucion de triton en PBS y por Gltimo con una solucion
isotonica con estreptomicina al 1.5%; posteriormente los segmentos de
intestino se introdujeron en un tubo con 8 mL de medio de MCC,
manteniéndose en incubacion a 37°C; parte de los segmentos de intestino se
utilizaron para realizar la prueba de viabilidad celular mediante la técnica de

frotis, mientras la otra parte se utilizo para liberar células.

B.2.2. Estudio de Viabilidad celular mediante la técnica de Frotis

Los fragmentos de intestino, obtenidos como se menciona en el apartado
anterior, fueron expuestos a diferentes concentraciones de cada metal, como
se indica en la Tabla 2, se incubaron durante 15 min en ambiente de CO; al 4%
a 37°C; trascurrido el tiempo de exposicion cada trozo de intestino fue
retirado de la solucion de metal y se realizé un frotis de células presionando y
deslizando ligeramente el tejido sobre un portaobjetos, se tifieron con azul
tripan (0.05 %) con la finalidad de tedir las células que fueron danadas por el

metal (las células danadas se tifien en color azul), se colocé el cubreobjetos
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para observar al microscopio optico y se realizé un conteo de 100 células
totales determinando el nimero de células vivas y danadas; los resultados

fueron reportados como porcentaje de células vivas (viabilidad celular).

B.3. Estudio de citotoxicidad de Pb, Co, Cd y As mediante cultivo primario de células

epiteliales de intestino delgado de rata-Wistar.

B.3.1. Liberacion de las células

Fragmentos de intestino obtenidos como se indica en el apartado B.2.1 fueron
colocados en un tubo estéril que contenia 4 mL de tripsina bovina al 0.25 % e
incubados a 37°C por 30 min con el fin de activar a la tripsina y liberar a la
células del tejido, una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los
fragmentos de intestino fueron retirados del tubo dejando a las células
liberadas, se centrifugaron por 15 minutos a 2500 rpm para sedimentar a las
células y eliminar los restos de tripsina, a continuacion se sometieron a una
serie de 3 lavados en medio Mc Coy y finalmente ser resuspendidas en 5 mL
MCC; se realizo el conteo de las células al microscopio empleando una camara

de Neuvauer.

B.3.2. Estudio de viabilidad celular mediante células libres

Se realizd una dilucion con respecto al numero de células obtenidas en el
parrafo anterior, para sembrar un nimero conocido de células; de la dilucién
preparada se tomaron alicuotas de 750 pL, se agregaron 750 pL de las
diluciones de metales previamente preparadas (tabla 3), se incubaron en
ambiente de CO; (4%) a 37°C por 15 min, a continuacion se tomé una alicuota
de la suspension celular, se tifio con azul tripan al 0.05 % y se realizo el conteo

de células vivas al microscopio 6ptico con ayuda de un hematocitometro. Los
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resultados se reportaron como porcentaje de viabilidad celular y como nimero

total de células que no sufrieron dano por efecto de los metales.

B.4. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el programa estadistico STATGRAPHICS

Plus 4.0, realizandose ANOVA y la prueba de Tukey a una a=0.05.
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VII. RESULTADOS

A. ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD EN CELULAS EPITELIALES DE INTESTINO DELGADO EN
RATAS WISTAR-MACHO.

A.1. Arsénico

En el estudio de citotoxicidad utilizando la técnica de frotis, mostrado en la
Figura 1, se observa que el efecto causado por el arsénico presenta una
relacion directa entre la viabilidad y la concentracion del metal ya que la
viabilidad disminuye al aumentar la concentracion; siendo mayor la
disminucion en el rango de 1 a 100 pg/mL, obteniéndose una viabilidad del
50% a la concentracion de 12.54 pg/mL (Tabla 4).

Para el estudio de cultivo primario de células, los resultados se muestran en la
Figura 1, en donde se observa que hay una disminucion drastica en la
viabilidad celular entre las concentraciones de 1 a 10 pg/mL, decayendo en
este punto a un 44.23 % y volviendo a descender ligeramente hasta un 28.23 %
a la concentracion de 50 pg/mL y resultando una dosis inhibitoria media de

8.392 pg/mL, que se observa en la Tabla 4.

A.2. Cadmio

En la Figura 2, se observa el efecto citotdxico ocasionado por cadmio en el
ensayo de frotis y células libres, donde se aprecia que para el estudio de frotis
existe una disminucion en la viabilidad entre las concentraciones de 250 a
2000 pg/mL, disminuyendo de 75.3 hasta 25 % y determinandose que la dosis a
la cual disminuye la viabilidad al 50% fue de 1079.919 pg/mL, valor que se
observa en la Tabla 4. Por otro lado los resultados del estudio de cultivo
primario (células libres), también mostrado en la Figura 2 se indica que el
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efecto citotoxico causado por el cadmio ocasiona que la viabilidad disminuya
rapidamente entre las concentraciones 1, 5y 10 yg/mL, lo que es equivalente
a un 63% de daino celular y manteniéndose constante entre 25 y 250 pg/mL,

determinandose la Dlso a la concentracion de 171.066 pg/mL (Tabla 4).

A.3. Cobalto

El efecto citotoxico causado por el cobalto en frotis, se muestra en la Figura
3, en donde se observa que en el rango de 50 a 200 pg/mL la viabilidad decae
en un 31.49% y posteriormente descendiendo paulatinamente hasta alcanzar la
dosis inhibitoria 50 a la concentracion de 375 pg/mL (Tabla 5) sin observarse
cambios considerables en la viabilidad, lo que infiere que este metal no es

muy toxico para este tipo de células.

Con respecto al estudio de cultivo de células libres, mostrado en el Figura 3,
se observa que la viabilidad celular disminuye considerablemente entre las
concentraciones de 10 a 50 pg/mL hasta 49.78%, obteniéndose a 51.65 pg/mL
el 50 % de la viabilidad celular (Tabla 5) y continuando el descenso hasta
22.02 % a 450 pg/mL.

A.4. Plomo

En la Figura 4 se presentan los resultados del efecto citotoxico causado por el
plomo en fragmentos de intestino, donde se observa que al aumentar la
concentracion la viabilidad disminuye, ya que entre las concentraciones 25 a
100 pg/mL la viabilidad decae el 52.17 %, disminuyendo la viabilidad celular
en un 50 % a 91.033 pg/mL (Tabla 5), sin embargo a partir de 125 pg/mL el
descenso en la viabilidad es mas lento, lograndose llegar a 33.3 % a la maxima

concentracion probada de 250 pg/mL. Asi mismo en la Figura 4 se muestran
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los resultados del estudio de citotoxicidad causado por el plomo en las células
libres, en donde se observa que la viabilidad disminuye en un 56.12 % a la
concentracion de 10 pg/mL, determinandose a 8.048 pg/mL la dosis inhibitoria
media, valor que se observa en la Tabla 5 y llegando a una viabilidad celular
de 29.52 % a 100 pg/mL.

En la Figura 5 se presenta la comparacion por concentraciones entre arsénico,
cadmio y plomo, en donde se observa que a la concentracion de 1 yg/mL no
existe diferencia significativa (p< 0.05) entre metales, pero a la concentracion
de 5 pg/mL el cadmio presentd diferencia significativa con respecto a plomo y
arsénico, los cuales tuvieron similar nivel de toxicidad, sin embargo al
aumentar la concentracion a 25 y 50 yg/mL ambos metales continuaron siendo
iguales estadisticamente y presentando mayor grado de toxicidad que el

cadmio.
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Figura 1. Efecto citotoxico del arsénico en frotis y células libres

Para el estudio de frotis -.-, los segmentos de intestino fueron incubados por 15 min con las diversas concentraciones mostradas en la figura 'y
después se deslizaron sobre un portaobjetos y se tifié con azul tripan, realizandose el conteo al microscopio 6ptico (D150=12.538 pg/mL). Para
células libres == se tomo una alicuota de 750 uL de una concentracién conocida de células y se colocaron con 750 L de la solucién de metal,
se incubd por 15 min y se determiné el nimero de células vivas en un hematocitometro (Dls=8.392 pug/mL).

47



METAL Dls Frotis ( pg/mL) Dlso Células libres (pg/mL)

As 12.538 8.392

Cd 1079.919 171.067

Tabla 4. Dosis inhibitoria media para el estudio de frotis y células libres en arsénico y cadmio
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Figura 2. Efecto citotoxico del cadmio en frotis y células libres

Para células libres “® a partir de un cultivo celular primario, se tomaron 750 plL de células, se incubaron por 15 min con las concentraciones

mostradas en la figura y se determiné el nimero de células vivas empleando un hematocitémetro (DI=171.07 ug/mL ); para el estudio en frotis

, se incubo el segmento de intestino junto con la solucidn de metal por 15 min y posteriormente se realizé un frotis sobre un portaobjetos, se
tifio con azul tripan y se determind la viabilidad celular al microscopio 6ptico(DI=1079.919 ug/mL).
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Figura 3. Efecto citotoxico del cobalto en frotis y células libres

Para el estudio de frotis =#*—, se incubaron los trozos de intestino con las concentraciones (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450) pg/mL de
cobalto por 15 min y se realizé un frotis en un portaobjetos, se tifio con azul tripan y realizando el conteo al microscopio, para el estudio con
células libres =8 se colocé una solucién conocida de células y se incubd con las concentraciones (10, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 450) pug/mL por
15 min y se realizo el conteo al microscopio 6ptico.
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METAL Dlso Frotis (pg/mL) Dlso Células libres (pg/mL)

Pb 91.033 8.0485

Co 375 51.6467

Tabla 5. Dosis inhibitoria media para el estudio de frotis y células libres en cobalto y plomo
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Figura 4. Efecto citotoxico del plomo en frotis y células libres

Para el estudio con frotis =#= se incubaron los segmentos de intestino con las concentraciones de plomo mostradas en la figura por 15 min,
posteriormente se realizé el conteo haciendo un frotis sobre un portaobjetos determinando la viabilidad celular por técnica exclusion empleando
azul tripan y observando las células vivas al microscopio; para el estudio con células libres =8 | a partir de una solucién conocida de células se
incubaron, junto con cada concentracién de metal, por 15 min y el conteo se realizé al microscopio éptico utilizando un hematocitémetro.
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Figura 5. Comparacion de muestras por concentracion de arsénico, cadmio y plomo.

Comparacidn por concentracion entre Arsénico, Cadmio y Plomo sobre el nimero de células libres una a=0.05 empleando la prueba de Tuckey en
el programa estadistico Statgraphics version 4.

* Indica diferencia estadistica significativa entre metales a la concentracion de 5 pg/mL.
** Indica diferencia estadistica significativa entre metales a la concentracion de 25 pg/mL.

*** Indica diferencia estadistica significativa entre metales a la concentracion de 50 pg/mL.
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VIII. DISCUSIONES

La ingesta constante de alimentos con elevados contenidos de arsénico,
cadmio, cobalto y plomo pueden ser perjudiciales para la salud ya que se ha
demostrado que causan daio en las células del intestino delgado en donde se

lleva a cabo la absorcion de nutrientes y otras sustancias.

En el estudio realizado con los diversos metales en frotis de células de
intestino, la viabilidad disminuye al aumentar la concentracion de cada metal,
sin embargo la viabilidad celular fue mas alta en comparacion con el estudio
realizado en células libres; el efecto observado se debe a que en el estudio de
frotis las células se encuentran protegidas por la mucosa intestinal y el tejido,
mientras que las células libres se encuentran desprotegidas y mas expuestas a

los metales.

Lee y Ho (1994) realizaron un estudio utilizando células de ovario de hamster
chino (CHO) y fibroblastos humanos (CL3R), donde se probd el efecto
citotoxico del arsenito sodico y se obtuvo que este puede inducir dano
oxidativo en ambas lineas celulares, sin embargo las células CHO fueron
mucho mas resistentes que los fibroblastos humanos a la toxicidad del metal,
obteniéndose para células de ovario una dosis inhibitoria media de 3.688x10°
ug/mL y para fibroblastos humanos 1.475x10° pg/mL; la resistencia de las
células CHO fue posiblemente debido a un aumento de la actividad hemo
oxigenasa que induce una respuesta general al estrés oxidante en células de
mamiferos (Applegate y col., 1991) deduciendo asi que la diferencia de
toxicidad por arsénico en células humanas y animales es que el metal causa
una mayor dano oxidativo en las primeras, sin embargo este fendmeno

también podria deberse a las diferencias metabdlicas entre los seres humanos
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y animales de experimentacion como lo son; el transporte de membrana, la
induccion de proteinas al estrés y el retraso de la progresion del ciclo celular
(Tam y col., 1979; Lee y col., 1989), ya que los mecanismo de resistencia son

variables entre cada especie respectivamente.

Ensayos de citotoxicidad con trioxido de arsénico en lineas celulares humanas
utilizando células endoteliales microvasculares (HMEC), melanocitos
(CRL1675), células dendriticas (THP-1 + A23187), queratinocitos (HaCaT),
fibroplastos (CRL1904), monocitos (THP-1) y células T (Jurkat), se obtuvieron
valores de DLsode 0.48, 1.5, 1.5, 9, 37, 50 y 50 pug/mL respectivamente, estos
datos indican que el arsénico es citotoxico para las 7 lineas celulares de la
piel, siendo las células endoteliales microvasculares las mas sensibles al As;0;,
mientras que las células endoteliales microvasculares y células T mostraron
mayor resistencia (Graham y col., 2003); comparando con los valores
obtenidos en este estudio con células epiteliales de intestino delgado la DLso
fue de 8.392 pg/mL para células libres y 12.538 pg/mL para frotis de
intestino, siendo éstas mucho mas resistentes que los melanocitos, las células
dendriticas y endoteliales microvasculares debido a que cada tipo de células
tiene una estructura y funcion diferente. La exposicion al arsénico con
frecuencia se traduce en cancer de piel los efectos toxicos se intensifican
mediante la inhibicion de la reparacion del ADN, el cambio de potencial redox
celular y la alteracion del ciclo celular de las proteinas de control (Gradecka y
col., 2001).

Estudios In vitro realizados en 20 lineas de células cancerosas de rata Wistar
empleando As;Os (Li y Broome, 1999) demostraron que este compuesto causa
toxicidad a concentraciones mayores de 5 ug/mL, ocasionando necrosis aguda
incluyendo células de leucemia, sin embargo a una concentracién inferior

(0.5-5 pg/mL) bloquea la proliferacion de lineas celulares de leucemia,
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deteniendo la proliferacion de las células en mitosis y previene que las células
entren en telofase; en otro estudio similar se utilizaron células cancerosas de
prostata (DU145 y PC-3) y ovario (MDAH 2774), mediante la técnica de MTT
(Ruchan y col., 2000), en donde se determiné que a la concentracion de 5
ug/mL de As;03 mas del 50 % de las células murieron en ambas las lineas
celulares después de 72 h de exposicion; en comparacion con el estudio
realizado en el presente trabajo se utilizaron células epiteliales normales de
intestino delgado donde se corroboré que As;Os causo efecto toxico en las
células epiteliales normales la concentracion de 8.392 ug/mL para el estudio
de células libres, dano que se debe, de acuerdo a Li y Chou (1992), a que
afecta a las enzimas mitocondriales y perjudica la respiracion de los tejidos,
alterando el ciclo de Krebs e interrumpiendo la fosforilacion oxidativa. Por
otro lado la diferencia entre los estudios anteriormente mencionados se puede
deber al tipo de compuesto utilizado pues el As;0; es mas toxico que el As;0s
(Braman y Foreback, 1973) y al tipo de célula con la que se realiz6 cada
estudio ya que las células epiteliales normales son mas sensibles que las
células cancerosas, demostrandose en otro estudio la inhibicion de 6 lineas
celulares de glioma humano (U373, U87, U251, GB1, A-172, y T98G),
calculandose la DLsp de As;0; para todas las lineas de células tumorales entre
las concentraciones 178.058 y 366 ug/mL (Kanzawa y col., 2003). En otro
estudio realizado por Sezgin y col. (2002) probaron de igual manera la
toxicidad del As;03 en células malignas de mama (MCF-7), obtuvieron una DLso
de 5 pg/mL, por lo que se puede deducir que las células de glioma humano son
mas susceptibles al trioxido de arsénico que las células de MCF-7; aunque se
ha sugerido que el As;0Os; induce apoptosis en las células anteriormente
mencionadas, no ha de extranar que también pueda ocasionarlo en otras
células al momento de su exposicion, ya que en el presente estudio se
demostro que el As;0s causa dafo citotdxico en células epiteliales normales a

concentraciones mucho mas bajas de las que se utilizaron en los estudios de
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células cancerosas y de glioma humano y de cancer de mama. La sensibilidad
marcada entre células normales y células cancerosas se debe a la diferencia
de funciones y estructura, pues muchas de las caracteristicas de las células
cancerosas se deben a defectos en el control genético de la division celular;
no demuestran inhibicién por contacto, mientras la mayoria de las células
normales pueden sentir si estan siendo "apifadas” por las células vecinas
(inhibicién por contacto), las células cancerosas ya no responden a esta senal
de alto, el crecimiento continuo resulta en el amontonamiento de las células y
la formacion de una masa de tumor que le permite mayor resistencia a
sustancias extrafas. Ademas el mecanismo de defensa entre células normales
y cancerosas es variable, pues las células cancerosas se reproducen
descontroladamente y producen enzimas que les permiten degradar a otras
células y tejidos, cambiando el citoesqueleto de la célula creando filamentos
proteicos que permiten una mayor resistencia a la célula cancerosa; llevan a
cabo también la produccion de diversas proteinas que realizan funciones
diferentes en comparacién a una célula normal y que dirigen ciertas acciones
celulares especializadas como la produccion de diversos genes o proteinas
como la MDR (multiresistencia a las drogas) que actla como una bomba
localizada en la membrana de las células que es capaz de sacar
selectivamente a moléculas que se encuentran dentro de las células,
incluyendo los farmacos quimioterapéuticos y siendo inefectivos. Las proteinas
bcl-2 (gen de linfoma de célula B) se encuentran asociadas con las membranas
y su actividad, ya que consta de un sistema complejo de senalamiento que
controla la apoptosis en células que estan danadas, pudiendo llevar a una

division continua de las lineas de células mutadas (Emory University2008).

Sin embargo, la toxicidad del arsénico depende de su forma quimica siendo la
metilacion una reaccion importante en el metabolismo de arsénico en el

hombre en la mayoria de los animales de experimentacion; acido
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metilarsénico (MAA) y el acido dimetilarsénico (DMAA) han sido identificados
como metabolitos organicos en orina humana después de la ingestion de
arsénico inorganico ya sea en estado trivalente o pentavalente. Tchounwou y
col. (2002), realizaron un estudio con células de carcinoma de higado humanas
(HepG2) donde se evaluo la citotoxicidad mediante el ensayo MTT, después de
la exposicion a trioxido de arsénico y el acido metanoarsenito monosodico
(MSMA); la citotoxicidad fue evaluada para la viabilidad celular y obteniéndose
los valores para DL50 de 11.9 pg/mL para As;03 y de 257.3 pg/mL en MSMA, lo
que indica que el primero es 20 veces mas toxico que el segundo reduciendo la
viabilidad de células de carcinoma hepatico, sin embargo comparando con los
resultados obtenidos en el presente estudio el As;Os fue mas toxico con
respecto a As;03 y MSMA. Estos resultados estan en acuerdo con los de estudios
previos que indican que diversas especies de arsénico tienen diferentes grados
de toxicidad, pues el efecto toxico es a través de alteraciones de la
respiracion celular por la inhibicion de las diferentes enzimas mitocondriales,
la capacidad de interactuar con los grupos sulfidrilo de proteinas y enzimas y
para sustituir el fésforo en una gran variedad de reacciones bioquimicas
(ATSDR, 1993).

Estos resultados en gran medida apoyan la hipdtesis de que la toxicidad
de compuestos de arsénico es altamente dependiente de sus formas quimicas
siendo las formas inorganicas mas toxicas que los organicas, ademas de existir
en diferentes formas o estados de valencia, varios estudios han demostrado
que la toxicidad del arsénico depende de la dosis de exposicion, frecuencia y
duracion, especies biologicas, edad y género, asi como sobre la susceptibilidad
individual, genética y factores nutricionales (IARC, 1987; ATSDR, 1999 y
Tchounwou y col., 1999).
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La técnica de MTT es una prueba muy sensible para determinar muerte celular
en diversos tipos de células, pero debido a que en este estudio se utilizaron
células epiteliales de intestino delgado, no fue posible que las células se
adhirieran a la superficie de las microplacas, al ser incubadas en un ambiente
de CO; y debido al origen de estas células, existe una gran cantidad de
bacterias de manera natural las cuales no se pueden erradicar sin que se
ocasione un dafo a las células epiteliales, lo cual hizo imposible emplear esta
técnica. Sin embargo existen estudios empleando células de carcinoma renal
(RCC) de humano en donde determinaron la toxicidad del trioxido de arsénico
mediante la técnica de MTT, observaron que este inhibid el crecimiento
celular y causé apoptosis en una forma dependiente de concentracion, ya que
partieron de una concentracion de 98.921 ug/mL donde se presentd una
inhibicion del 27.6 % mientras que a la concentracion de 791.368 ug/mL la
inhibicion fue del 50.77 % (Qu y col., 2004); en un estudio similar, donde se
trabajo con células cancerosas de estomago (MKN45), los resultados indicaron
que el As;0; ocasiond una inhibicion celular de 38.5, 99.1 y 99.5 % a las
concentraciones  197.842x10°,  989.21x10° 'y  197.842x10*  ug/mL
respectivamente y calculandose una DL50 de 1.3583x10°® pg/mL, lo que indica
que el efecto citotoxico de As;0; era menor que en otras lineas celulares
cancerosas (Shao y col., 2005), de acuerdo a algunos autores (Lecureur y col.,
2002, Hu y col., 2003 y McCafferty-Grad, 2003) las mitocondrias juegan un
papel importante en la apoptosis inducida por el arsénico pues As,03 provoca
el colapso del potencial de membrana mitocondrial y posteriormente su
ruptura y la liberacion de citocromo c al citosol participar en la induccién de
la apoptosis. Por consiguiente se puede deducir que células epiteliales
normales de intestino delgado son mas sensibles al arsénico que las células de

carcinoma renal y células de carcinoma gastrico.
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Estudios In vivo han demostrado que el As;O; puede causar apoptosis en
células hepaticas a partir de una dosis de 1 mg/kg, mientras que a una dosis
de 5 mg/kg produjo necrosis, pues se observo que el nlicleo celular estaba
roto pero encapsulado, ademas de causar reaccion inflamatoria y dano al

epitelio del tubulo renal (Wang y col, 2003).

Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la forma trivalente de los
de metilados del arsénico son altamente tdxicos para una gran variedad de
tejidos e influye en la induccion de cancer en seres humanos y en modelos
animales (Cohen et al., 2006) pues en estudios realizados por algunos autores
(Wei y col., 2002; Cohen y col., 2007) utilizando ratas macho Wistar las cuales
se les dio arsenito en su alimento y en el agua de consumo por 2 anos, los
resultaron mostraron la incidencia de tumores vesicales a dosis de 50 y 200
ppm en ratas que adquirieron al arsénico en agua, mientras aquellas que lo
consumieron en su alimento fue notable aumento significativo de hiperplasia a
40 ppm y tumores a los 2 y 10 ppm; tal efecto fue causado por el mecanismo
de desintoxicacion del propio organismo, pues la forma trivalente como
pentavalente del arsénico son transformadas en DMA Ill y DMA V (Vasken y
Aposhian, 2005) que de cierta manera causa un menor efecto en el organismo,
pues los recientes hallazgos en vivo han revelado que tanto DMA 1ll y DMA IV
ejercen efectos sobre la division celular y causar cancer de vejiga urinaria en
células de pulmon (V79) de hamster chino en un rango de dosis de 10 a 1x10*
ug/mL (Eguchi y col, 1997). Dado que en un estudio In vitro se observo dano
en células, tanto libres como en el tejido, se podria deducir que si se realizara
el estudio In vivo mediante una administracion via intragastrica donde el As
esta directamente en contacto con los tejidos gastrointestinales, es probable
que ejerza un efecto citotoxico sobre las células del tejido epitelial,

ocasionandole dafno en organos, tejidos e inclusive cancer.
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Asi mismo se han realizado estudios con otros metales, siendo el cadmio uno
de los mas estudiados debido a los dafios que causa su exposicion; por lo que
en este estudio los resultados obtenidos por la exposicion de cloruro de
cadmio en células epiteliales normales, mostraron que para células epiteliales
de intestino se necesita de mayores concentraciones de CdCl, para causar
dano citotoxico, ya que para los ensayos de frotis en intestino y células libres
la Dlsp calculada fue de 1079.919 y 171.067 pg/mL respectivamente. Un
estudio realizado con el mismo compuesto antes mencionado en células de
fibroblastos de humano (HF2FF), se observé que el cadmio causoé citotoxicidad
y una disminucion de la viabilidad celular del 95% a una concentracion de
3.666x10° ug/mL en un tiempo de exposicion de 18 h (Mahmodabady y col.,
2006), por lo tanto se puede decir que el CdCl; causa un mayor daho en
células epiteliales normales que en fibroblastos humanos. En otro estudio con
fibroblastos de ratén, se determiné que la Dlso del CdCl; fue de 293.28 ug/mL,
sin embargo, también se comprobd que la adicion de MnCl; en un rango de
125.844-3.755x10° pg/mL disminuye la citotoxicidad de Cd (Yanagiya y col.,
2001) debido a que ambos metales tienen una ruta metabdlica parecida
inhibiendo el paso uno del otro de acuerdo a su concentracion. En otro estudio
realizado con células neuronales de raton (HT4) tratadas con un rango de
concentraciéon entre 312.714 y 9.381x10°® pg/mL CdSOs, en donde la menor
tasa de supervivencia se observo una disminucion aproximada del 90% de la
viabilidad celular después de 24 h a la maxima concentracion. De acuerdo a
los resultados obtenidos por Pereira y col. (2002), quienes trabajaron con
células neuronales (HT4), observando que el CdSO4 causa ruptura intracelular
y un aumento del estrés oxidativo que conlleva a la induccion de una

respuesta pro-inflamatoria y pérdida de la viabilidad celular.

Marcano y col. (2005) realizaron estudios con CdCl, y hepatocitos de raton

albino en donde después de 30 dias de exposicion al metal, observaron
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pigmentacion, caida de pelo en los animales, oscurecimiento de ojos,
debilidad muscular e intranquilidad, diferencias en talla y peso a 50 ppm
mientras que a 100 ppm se observaron alteraciones extracelulares como;
vacuolizacion citoplasmatica muy acentuada, dilatacién de la vena central y la
presencia de células binucleadas y a las 150 ppm se observaron alteraciones
en los hepatocitos y el tejido mostréo pérdida total de su arquitectura,
vacuolizacion citoplasmatica e infiltracion linfocitaria, ya que los nlcleos se
presentan contraidos con la cromatina condensada, existiendo dilatacion en el
espacio intercelular y areas de pérdida mitocondrial y fibrilar; por lo que los
resultados obtenidos en este trabajo permiten sugerir que el cadmio ejerce un
efecto citotoxico tanto en células epiteliales normales como en hepatocitos,
siendo mayor el dafo en las Ultimas probablemente como consecuencia del
estrés oxidativo. Estudios In vivo (Korotkov y col., 1998 y Vaglio y col., 1999)
sugieren que el cadmio altera la estructura de la membrana celular y
mitocondrial por su efecto inhibitorio sobre la actividad de las enzimas
glutation reductasa, glutation peroxidasa y catalasa; reportando ademas
cambios de permeabilidad de la membrana interna mitocondrial, instaurando
un incremento de la permeabilidad al K% e H''. Koizumi y col. (1996),
establecieron que el cadmio produce inhibicién de la ATPasa dependiente de
Na*? y K2, originando un incremento del sodio intracelular lo cual ocasion6
retencion de agua e histolisis celular. Los efectos In vivo de cadmio son muy
variados y su precision depende de la via de administracion, respuesta
bioldgica y de ver si los 6rganos desempenan algun grado de citotoxicidad
(Hayes y col., 1986; Adalis y col., 1977).

Butler y Roesijadi (2000), estudiaron la exposicion del CdCl; en hematocitos de
ostras y obtuvieron que a partir de una concentraciéon 33.067x10° ug/mL se
presento efecto citotoxico en las células; en muchos casos la especificidad del

cadmio a las células parece ser mediada por la presencia de metaloproteinas
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que son ricas en cisteina, las cuales secuestran e inactivan los iones libres de
Cd, revocando asi la toxicidad del metal (Cherian y col., 1994). Estudios
realizados por Tsuzuki y col. (1994), con células ovario de hamster chino
(CHO) y cloruro de cadmio utilizando la técnica de formacion de colonias,

obtuvieron una Dlso de 293.28 ug/mL observandose ruptura de ADN.

Gabridge y Meccolit (1982), utilizando tejido traqueal de hamsters macho
dorados, realizaron estudios de viabilidad celular utilizando CdCl; y basados en
la actividad deshidrogenasa (ensayo con cloruro de tetrazolio) y el contenido
de ATP (determinado por fotometria de luciferin-luciferase un sistema
enzimatico), obteniendo como respuesta una caida de 96% en la actividad
ciliar traqueal evaluada por la actividad deshidrogenasa, a los 500 y 750 uM
después de 48 h de exposicion y reducciones en el ATP del 66%, mostrando un
epitelio mas delgado con una extensa vacuolizacion y citonecrosis, siendo la
entrada del Cd dependiente del tiempo; comparado con el estudio de frotis
realizado en el presente trabajo, se obtuvo que la viabilidad celular disminuye
en un 50 % a una concentracion de 1079.919 pg/mL, deduciendo que las
células presentes en epitelio de intestino delgado son mas resistentes al CdCl,,
que las células de epitelio traqueal. Sanders y col. (1978), sugirieron que el
cadmio puede alterar la permeabilidad celular al vincularse con la membrana

y después entrar a la célula uniéndose a los grupos sulfidril.

Se ha observado que el CdCl; causa efecto citotoxico en células de hepatoma
de rata (HTC) y humano (HepG2) utilizando la técnica de MTT y después de
una exposicion de 3 h a concentraciones mayores de 80 y 500 pg/mL
respectivamente (Fotakis y Timbrell, 2006); comparando con el ensayo de
células epiteliales normales, se observd dafo citotoxico a los 15 min de
exposicion con el metal a las concentraciones de 1 y 250 pug/mL para células
libres y frotis respectivamente. Asi mismo se ha demostrado que el cloruro de

cadmio puede llegar a causar mutagénesis en las especies Allium sativum y
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Vicia faba a concentraciones de entre 100 y 200 pg/mL generando
mutagenicidad en DNA (Unyayar y col., 2006), asi como aumento en el indice
del perdoxido de hidrogeno lo que promueve la peroxidacion lipidica de
membrana (Stacey y col., 1980), asi mismo en células humanas de riidn
(Ad293) expuestas al mismo compuesto, se encontr6 que entre las
concentraciones 91.65 y 183.3 ug/mL se produce mutagénesis (Misra y col.,
1998), la cual se atribuye a que el Cd puede interactuar directamente con la
cromatina, causando cambios en el ADN (IARC, 1993; Rossman y col., 1992;
Jacobson y col., 1980), ya que puede actuar indirectamente afectando a
proteinas implicadas en la transcripcion, replicacion o reparacion del ADN
(Friberg y col., 1986) y llevandose acabo reacciones oxido-reduccién que
producen radicales libres que pueden romper el material genético (Rossman,
1992).

Waalkes y Diwan (1999), realizaron un estudio para determinar el efecto del
cloruro de cadmio en células tumorales de pulmén (DMS 114) de humano,
como resultado obtuvieron que el CdCl; puede inhibir la formacion de tumores
a partir de una concentracion de 250 ppm y hasta una reduccion del 45 % en su
tamano, lo que indica que este compuesto puede ser un eficaz agente
antitumoral cuando se administra en dosis bajas e incluso cuando se
administra después de la formacion del tumor ya que en algunos casos, el
cadmio puede reprimir la expresion de los genes asociados con la proliferacion
celular (Shimizu y col., 1997) y puede estar asociada con una detencion del
ciclo celular, ademas de que la metalotioneina es producida en menor
cantidad por células tumorales lo que hace a una célula o tejido mas
resistente a la toxicidad inducida por el cadmio, pues esta proteina al unirse

con el metal, permite su ingreso dentro de la célula (Misra y col., 1996).
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El cadmio puede ser genotoxico y mutagénico en dosis altas (Waalkes 2000),
mas recientemente se ha demostrado que la exposicion In vitro al cadmio
puede inducir transformacion de células epiteliales de préstata en humanos
(Achanzar y col., 2001), los factores que pueden contribuir a la carcinogénesis
inducida por el cadmio incluyen la regulacion mitogénica de sefalizacion, y la
perturbacion de la reparacion del ADN que es consecuencia indirecta de
genotoxicidad pudiendo aumentar la proliferacion de las células con ADN

danado y activar proto-oncogenes.

Otro de los metales considerados como tdxico, pero en menor grado es el
cobalto ya que forma parte de la vitamina B y su toxicidad depende de si solo
y de su concentracion como se mostré en el presente estudio, el cual fue
realizado con células epiteliales de intestino delgado de rata y calculandose la
Dlso para células libres de 51.647 pg/mL y de 375 pg/mL para frotis, valores
que comparados con otros estudios realizados por Allen y col. (1997), en
osteoblastos humanos (SAOS-2 y MG-63) los cuales resultaron ser mas
resistentes al metal ya que los valores calculados para un 50 % de viabilidad en
ambas lineas celulares fue alrededor de 1 mg/mL, siendo la causa de muerte
la vacuolizacion citoplasmatica; en otro estudio realizado por Nagababu y col.
(2008) se determind la viabilidad del Co Il en células CHO utilizando la técnica
de MTT siendo 159.1191 pug/mL la concentraciéon que provoca una reduccion
del 50 % de viabilidad celular; asi mismo otros autores (Hoet y col., 2002)
determinaron la inhibicion de la hexosa monofosfato dada por el Co en
Neumocitos alveolares tipo Il de rata Wistar, donde obtuvieron que a partir de
una concentracion de 75 pg/mL se observé estrés oxidativo y la inhibicion de
esta enzima que es importante para la produccion de energia. Otro estudio
realizado con células epiteliales alveolares tipo IlI, se evalud la viabilidad
celular después de 24 h, calculandose la DLsp a una concentracion de 1100

ug/mL; Roesems y col. (2002) realizaron un estudio similar al anterior
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utilizando macrofagos alveolares y Neumocitos tipo Il (AT-Il) de rata,
obteniendo como resultado que los primeros son mas sensibles que los
segundos, ya que los a partir de los 50 pg/mL los macréfagos alveolares
presentaron efecto toxico mientras que AT-Il a partir de los 100 pg/mL, siendo
las células epiteliales normales mas sensibles al CoCl, en comparaciéon con
neumocitos y células alveolares. También se ha demostrado que el CoCl; causa
apoptosis en células derivadas de linfoma humano (U-937); utilizando la
técnica de exclusion por tincion con azul tripan, Jun y col. (2002)
determinaron que a una concentracion de 183300 pg/mL de CoCl;, la
viabilidad celular disminuye el 50%, sin embargo en células MG132 la
concentracion requerida para determinar la DLsy fue de 18330 pg/mL, con lo
que se puede deducir que ambos tipos de células son mas resistentes que

células epiteliales normales.

Estudios realizados con células intestinales de cancer colorectal (Caco-2),
células de queratinocitos humanos (HaCaT) y células humanas de carcinoma
pulmonar (A549) se determind la toxicidad del cloruro de cobalto a las
concentraciones; 109.98x10°, 54.99x10° y 109x10° pg/mL respectivamente
observando disminucion en la viabilidad en un 50 % (Bastian y col., 2009);
siendo por lo tanto estos 3 tipos de lineas celulares mas resistentes al CoCl;

que las células epiteliales normales.

El plomo es un metal pesado muy tdxico, pues diversos estudios han
demostrado que puede causar efectos daninos en animales de laboratorio,
diversos 6rganos y lineas celulares. Mahmodabady y col. (2006) probaron la
toxicidad del acetato de plomo en fibroblastos de piel humana (HF2FF),
obteniendo como resultado que a una concentracion de 6.505x10° pg/mL la
viabilidad celular disminuyé hasta un 95 %, valor que comparado con los
obtenidos para células epiteliales normales que fueron de 91.033 y 8.0485

ug/mL en los estudios de frotis y células respectivamente, fue mas elevado
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siendo los fibroblastos humanos mas resistentes que las células epiteliales
normales. Qu y col. (2002) utilizaron células germinales de raton (WT y MT-
null) para probar la toxicidad del acetato de plomo, obteniendo como
resultado una DLsy de 209.81 ug/mL y 74.82 ug/mL respectivamente, por lo
que este tipo de lineas celulares son mas resistentes que las células epiteliales
normales; estas diferencias de toxicidad se deben al tipo de células empleadas

para cada estudio.

En un estudio realizado por Shin y col. (2007) In vivo e In vitro con ratas
Sprague-Dawley, encontraron que la exposicion al acetato de plomo puede
provocar la actividad procoagulante en eritrocitos a una concentracion de
162.65 pg/mL, mientras que una administracion intraperitoneal de 10-25
mg/Kg puede ocasionar la aparicion de trombos en ratas. Puesto que en los
eritrocitos, el plomo puede degenerar los componentes de lipidos y proteinas
(Fukumoto y col., 1983), suprime la sintesis de hemoglobina (Monteiro y col.,
1989; Waldron, 1966), induce peroxidacion lipidica e inhibe la superoxido
dismutasa y baja el nivel intracelular de glutation (Gurer y col., 1998; Ito y
co., 1985). Se ha demostrado que el plomo puede disminuir la viabilidad
celular en células de hepaticas de carcinoma humano (HepG2), ya que en un
rango de concentracion de 51.75x10° a 62.16x10° pg/mL se puede inhibir en un
50 % la viabilidad celular (Chen y col, 2002); sin embargo otros estudios
realizados con la misma linea celular, pero probando la toxicidad del nitrato
de plomo, mostraron los valores DLsp de 49,0, 37,5 y 3,5 pyg/mL para los
tiempos 24, 48 y 72 h de exposicion respectivamente, observandose dafo en
proteinas, alteracion metabolica y dano en ADN; valores que comparados con
los obtenidos para la dosis inhibitoria media en células epiteliales de intestino
normales, las células HepG2 resultaron ser mas resistentes a excepcion de las
que fueron tratadas con nitrato de plomo a 72 h siendo el tiempo un factor

influyente en la toxicidad. Esta diferencia en la sensibilidad de las células a
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este toxico puede deberse a que cuando las células normales ya que estas no
llevan a cabo bien sus funciones y por tanto tampoco pueden duplicarse, caso
contrario a las células cancerosas que pueden dividirse sin recibir la senal de
division, los resultados de esto son células hijas que contienen ADN anormal o
hasta nUmeros anormales de cromosomas; estas células mutantes son todavia
mas anormales que sus células madre, de esta manera las células cancerosas
pueden evolucionar a volverse progresivamente mas anormales por lo que la
division continua de células lleva a la formacion de tumores, contribuyendo asi
mismo a la resistencia a farmacos observada en varios tipos de cancer. La
mayoria de estudios con plomo se centran en dérganos y sistemas ya que se ha
demostrado que presenta un alto grado de toxicidad, pues ademas induce
estrés oxidativo por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
reduccion del sistema de defensa antioxidante de las células. Estudios In vivo
con ratones suizos demostraron que el acetato de plomo puede causar danos
en células germinales al ser administrados via intraperitoneal, observandose
pérdida de peso testicular y la disminucion en el total de espermatozoides,
debido al aumento del potencial de peroxidacién lipidica (LPP) de los tejidos,
que funciona como un indicador de estrés oxidativo en espermatozoides de
ratones (Acharia y col., 2003). También se ha demostrado que el plomo puede
causar dano en ratones, Qu y col. (2002) determinaron que a partir de una
concentracion de 1000 ppm de acetato de plomo y una exposicion de 10
semanas en el agua de bebida, se causa dano renal y la aparicién de cuerpos

de inclusion en rifilones

Morlon y col. (2005) investigaron la toxicidad de Pb* en alga verde
Chlamydomonas reinhardtii obteniendo como resultado la disminucién del 50
% en el crecimiento celular a las concentraciones de 0,15 y 1 pg/mL. La
toxicidad fue debido a la union el Pb con los grupos sulfidril de proteinas,

alteracion de la estructura de la proteina y el desplazamiento de elementos

68



esenciales, pues los metales pueden romper el equilibrio oxidativo mediante
la induccion de enzimas antioxidantes, como la superdxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPX) y ascorbato peroxidasa (APX).

Se ha notificado una amplia variedad de metales que pueden ser toxicos si son
consumidos en cantidades relativamente pequehas o por periodos de tiempo
prolongados, como las sustancias quimicas adicionadas a los alimentos, ya que
estos pueden competir con otros metales esenciales o compiten y bloquean
sitios activos en enzimas; siendo responsables de algunas enfermedades como
el cancer, mutaciones genéticas y de una serie de alteraciones en humanos y

estudios con animales.
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IX. CONCLUSIONES

El arsénico presentd mayor dano citotoxico que plomo, cadmio y cobalto en
las células epiteliales del intestino, siendo mas severo el daino en las células

cuando estas se encuentran fuera del tejido.

El cadmio y cobalto, requieren de concentraciones mas elevadas que las
utilizadas para arsénico y plomo para causar efecto toxico en células

epiteliales de intestino delgado.
De acuerdo a las dos técnicas utilizadas, frotis y células libres, para medir el
dano citotoxico, fue mas notable la toxicidad inducida por los metales

estudiados en el estudio de células libres.

El dafo citotoxico presentado por cada metal, fue dependiente de la

concentracion de cada metal estudiado.
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X. PERSPECTIVAS

Es necesario realizar estudios con otros tipos de células normales y
cancerosas, para observar el efecto citotoxico causado por As, Cd, Co

y As y otros compuestos derivados

Se plantea realizar el estudio con otros metales pesados y observar el

dafo que podrian causar en diversas células.

Es esencial llevar a cabo otro tipo de estudios para evaluar efectos
tales como; carcinogénicos, mutagénicos, sobre la reproduccion y

desarrollo.

Es necesario realizar estudios In vivo por diversas vias de
administracion con los metales anteriormente probados y otros, para
observar cualquier reaccion que pudiesen ocurrir en cualquier parte u

organo de los animales.
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XIl. ANEXOS

Material de laboratorio

- Cajas petri desechables (Nunc)

- Estuche de material para diseccion de acero inoxidable
- Tubo cénico estéril (nunc)

- Tubos Eppendorf 1.5 ml

- Portaobjetos (Corning)

- Cubreobjetos (Corning)

- Aplicadores de madera estériles

* Todo el material utilizado para cultivo celular fue desechable

Equipos

- Camara de Neuvauer (Marienfeld)

- Autoclave (Tuttnauer brinkmann)

- Balanza analitica ( Fisher Scientific)

- Camara de bioseguridad (Norma Scientific)
- Centrifuga digital (Eppendorf)

- Estufa de secado(Scorpion Scientific)

- Incubadora de CO; (Incu safe)

- Microscopio (Zeiss)
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TABLAS DE CONCENTRACION Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD

Arsénico
Frotis
Concentracion pug/ml As | % Viabilidad
0 100
1 72.37
5 59.02
10 51.29
25 43.68
50 34.43
100 25.64
200 18.27
Cadmio
Frotis
Concentraciéon pg/ml Cd % Viabilidad
0 100
250 75.35
500 69.68
750 61.57
1000 53.59
1250 42.36
1500 37.73
2000 25
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Células libres

Concentracion As pg/ml | % Viabilidad
0 100
1 82.57
2.5 71.09
5 58.06
7.5 53.20
10 44.23
25 34.34
50 28.23

Células libres

Concentracion pug/ml Cd | % Viabilidad

0 100

1 79.82

5 76.53

10 63.74

25 59.92

50 58.59
100 52.62
250 47.09
500 42.84




Frotis

Concentraciéon pg/ml Co | % Viabilidad
0 100
50 80.97

100 76.93
150 71.63
200 68.51
250 67.82
300 59.05
350 55.25
400 44.75
450 42.68
Frotis

Concentracion ug/ml Pb | % Viabilidad
0 100
25 71.35
50 61.64
75 53.88

100 47.83
25 46.8
150 44.86
175 43.04
200 40.75
225 38.47
250 33.33

Cobalto

Plomo
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Células libres

Concentracion pg/ml Co | % Viabilidad

0 100

10 77.88

50 50.22

75 46.88
100 42.83
200 35.87
300 32.20
400 26.45
450 22.02

Células libres

Concentracion pg/ml Pb | % Viabilidad
0 100
0.5 74.83

1 60.37
25 58.50
5 53.22
7.5 51.72
10 43.88
25 41.95
50 34.75
100 29.52




CURVAS DE CONCENTRACIONES CONTRA NUMERO TOTAL DE CELULAS LIBRES
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Cobalto

Numero total de células libres
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XIll. GLOSARIO

Apoptosis: Forma de muerte celular, que esta regulada genéticamente.
Ataxia: Trastorno caracterizado por la disminucion de la capacidad de
coordinar los movimientos.

Caspasa: Grupo de proteinas perteneciente al grupo de las cistein-proteasas,
caracterizadas por presentar un residuo de cisteina que media la ruptura de
otras proteinas.

Corrin (anillo): Se forma a partir de la unién del cobalto con cuatro atomos
de nitrogeno.

Dosis inhibitoria media (D150): Dosis absorbida de una sustancia que causa
una inhibicion del 50 % a en un sistema de ensayo.

Eritropoyetina: Hormona glicoproteica que estimula la formacion de
eritrocitos. En los seres humanos, es producida principalmente por el rifion
(90%), el resto en el higado.

Filariasis: Grupo de enfermedades parasitarias en el humano y otros
animales, trasmitida por larvas generalmente mosquitos y moscas.
Glomérulo renal: Unidad anatdomica funcional del rindn donde radica la
funcion de aclaramiento o filtracion del plasma sanguineo.

Hematopoyético (sistema): Es el sistema encargado de la formacion de la
sangre.

Hemolisis: Fendmeno de la desintegracion de los eritrocitos.

Hiperplasia: Aumento de tamafo de un 6rgano o de un tejido, debido a que
sus células han aumentado en nimero. Puede producirse en los tejidos cuyas
células se pueden multiplicar.

Lixiviacién: Proceso de lavado del suelo por la filtracion del agua.
Melanosis: Coloracion negruzca de tejidos normales o patoldgicos debida a
una infiltracion anormal de melanina o de otros pigmentos.

Metaplasia: Cambio de un epitelio maduro por otro maduro que puede tener
un parentesco proximo o remoto. Los fendmenos de metaplasia son
completamente normales en los tejidos embrionarios que tienden
naturalmente a diversificar, madurar y especializar sus células.

T (células): Responsables de coordinar la respuesta inmune celular
constituyendo el 70% del total de los linfocitos segregando proteinas o
citoquinas.

Tenia: Género de platelmintos parasitos, que causan enfermedades
parasitarias y se alojan en el intestino.

Tubulo proximal: Parte de la nefrona, sistema que filtra la sangre que pasa
a través de los rifones.

Wilson (enfermedad): Trastorno hereditario en el cual hay demasiado cobre
en los tejidos corporales. El exceso de cobre causa dafno al higado y al
sistema nervioso.
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